Artigo de reviséo bibliografica

Mestrado Integrado em Medicina

FISIOPATOLOGIA, DIAGNOSTICO E NOVAS TERAPEUTICAS DA

HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA

Bernardete Maria Torres Rodrigues

Orientador
Dra. Maria Luciana Gomes de Pinho

Porto, 16 de Junho de 2011



ARTIGO DE REVISAO

FISIOPATOLOGIA, DIAGNOSTICO E NOVAS TERAPEUTICAS DA
HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA

PHYSIOPATHOLOGY, DIAGNOSIS AND NEW THERAPEUTICS OF
PAROXYSMAL NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA

Bernardete Maria Torres Rodrigues — ICBAS-UP

berna.rodri@gmail.com

Ano Lectivo 2010/2011

HPN: fisiopatologia, diagnostico e terapéutica



HPN: fisiopatologia, diagndstico e terapéutica

Resumo

A hemoglobinuria paroxistica noturna é uma doengea rdas células
estaminais hematopoiéticas que se manifesta poéllsemntravascular, faléncia da
medula 6ssea e trombose. A expansao clonal de élma estaminal hematopoiética
com uma mutacdo somatica adquirida no gene ligads, ajlicosilfosfatidilinositol
glicano classe A, leva a auséncia total ou padgatarias proteinas de superficie que
se ligam & membrana celular através do glicosétatifinositol.

O mecanismo pelo qual ocorre a expansao clonahaiéd € conhecido, mas
células T autorreactivas parecem estar envolvidasehecdo imune que favorece a
sobrevivéncia do clone com a mutacdo. Também fogpgsta a ocorréncia de uma
segunda mutagéo que confere vantagem ao clone enutad

A hemdlise intravascular mediada pelo complemelaie-se a auséncia de
duas proteinas reguladoras do complemento. O aantenthemoglobina livre no
plasma e consequente deplecdo do Oxido nitricoresfmonsaveis por muitas das
manifestagbes clinicas da doenca. O Oxido nitriembem foi implicado no
mecanismo de trombose, assim como as plaquetfisrandlise.

Os testes baseados no complemento, inicialmenieadtis no diagndstico da
doenca, foram substituidos pela citometria de fluxoa técnica mais sensivel que
permite quantificar o tamanho do clone nas vaidsbens celulares. A citometria de
fluxo pode utilizar anticorpos monoclonais ou umaiante inactiva da toxina
aerolisina, ambos ligam as proteinas ancoradabcasijosfatidilinositol.

O tratamento da doenca foi recentemente revoludmeam a introducédo do
anticorpo monoclonal, eculizumab, que se liga efipamente a proteina C5 do
complemento e bloqueia os efeitos das proteinascatoplemento terminal. O
eculizumab diminui a hemdlise intravascular, esitabios niveis de hemoglobina,
reduz a necessidade de transfusdes e melhoraidagigatle vida dos doentes.

Esta revisdo pretende expbr em que medida a awm@preensdo dos
mecanismos da doenca alterou o diagndstico e teattane lancou novos desafios.

Palavras-chave: hemoglobinuria paroxistica noturna, PIG-A, GPI, ptemento,
NO, expanséo clonal, citometria de fluxo, FLAERylemimab.
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Abstract

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria is a rare dised hematopoietic stem
cell that manifests with intravascular hemolysmné marrow failure and thrombosis.
The clonal expansion of a hematopoietic stem cegl an acquired somatic mutation
in the X-linked phosphatidylinositol glycan class ldads to total or parcial lack of
several surface proteins that bind to the cell mamd through
glycosylphosphatidylinositol.

The mechanism of clonal expansion is still unknawr dutoreactive T cells
appear to be envolved in imune selection that fatoe survival of the clone with the
mutation. Also was proposed the occurence of angeomutation that confers growth
advantage to the mutant clone.

Complement mediated intravascular hemolysis is tueabsence of two
complement regulatory proteins. Increase in plage® hemoglobin and consequent
depletion of nitric oxide are responsible for masfythe clinical manifestations of
disease. Nitric oxide also was implicated in theothbosis mechanism, as well as
platelets and fibrinolysis.

Complement based tests, inicially used in dise@sgndsis, were replaced by
flow cytometry, a more sensitive technique to gifgribe clone size in various cell
lines. Fow cytometry can use monoclonal antibodiesn inactive variant of the
toxin aerolysin, both bind to glycosylphosphatidgisitol-anchored proteins.

Treatment of the disease has recently been rewvalagéd with the
introduction of monoclonal antibodie, eculizumabhieh binds specifically to C5
complement protein and blocks the effects of teaicomplement proteins.
Eculizumab reduces intravascular hemolysis, stadsilihemoglobin levels, reduces
the need for transfusions and improves patientbtyws life.

This review intends to expose the extent to wighdtrrent understanding of
disease mechanisms changed the diagnosis and érgatnd has brought new
challenges.

Keywords: paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, PIG-A, GPImptement, NO,
clonal expansion, flow cytometry, FLAER, eculizumab
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Introducéo

A hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) € umard@a rara com uma
prevaléncia de 1,59 casos por 100.000 pessoas e@ngidancia anual de 0,13 por
100.000 pessods.

Na definicdo classica, a doenca € caracterizadacpees de hemdlise
intravascular e hemoglobindria, que ocorrem predantemente durante a noite,
enquanto o doente dorme. Este padréo classicajamnéstd ausente na maioria dos
doentes no momento do diagnésficGlinicamente, a doenca caracteriza-se por
hemélise intravascular, trombose e faléncia da taedssea (MOY* A hemodlise
intravascular € um processo cronico que ocorre amobgrau, com episodios
ocasionais de hemoglobindria que, normalmente surgssociados a um quadro
infecioso ou situacdes detress’ Os sintomas caracteristicos da HPN como dor
abdominal, disfagia, disfuncdo eréctil e fadiga godser atribuidos a hemolise
intravascular intensa e consequente libertacaeo®globina livre, tendo um grande
impacto na qualidade de vida dos doentassobrevida média desde o diagnéstico é
de 10 a 15 anos, contudo uma proporcdo signifizatie doentes sobrevive por
periodos mais prolongados como 25 anos, e cercal® recuperam
espontaneamenteA complicacdo mais frequente e temida é a trombesesa que
ocorre em mais de metade dos doentes com doengalitieane € causa de morte
num terco dos doentés.

A HPN pode surgide novoou no contexto de outra doenca. Foi criado um
sistema de classificagdo com base nas caractasistianifestacdes clinicas e historia
natural dos doentes com HPN. A HPN classica inokiidoentes com evidéncia
clinica de hemdlise intravascular sem outras anamal MO. A HPN no contexto
de outra doenca da MO refere-se a doentes comnevédélinica e laboratorial de
hemolise intravascular e que, concomitantementa, @& tiveram outra doenca:
anemia aplastica (AA), sindrome mielodisplasica [§Mu outra mielopatia. A HPN
subclinica caracteriza-se por inexisténcia de ewidé clinica e laboratorial de
hemolise, mas com pequenas populacbes de céluleatdpmmiéticas deficientes em
proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinosit@P() detetadas na citometria de
fluxo. Esta forma é observada em associagdo comsostndromes de faléncia da
MO.® Apesar de diferentes apresentacées clinicas eegatte prognéstico entre a

forma classica e a forma associada a AA, o progirosfio parece ser diferente e é
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afetado principalmente por complicagcbes que ocorrapds o0 diagnostico,
nomeadamente a trombose, principal fator de prdipodsm ambas as categorfas.

O conhecimento acerca dos mecanismos moleculasgsongaveis pela
doenca aumentou substancialmente nas Ultimas duaslas com implicacdes quer,
nos métodos de diagndstico quer, no tratamente.tEdialho pretende rever o estado
atual sobre a fisiopatologia da doenca, a evoldg@omeios diagnosticos e as novas

terapéuticas da HPN.

Fisiopatologia

O progresso na compreensdao dos mecanismos regpNsPelas
manifestagdes clinicas da HPN tem sido continuprireira descricdo da doenca foi
feita por Stribing, em 1882, que propds que a h&hoygiria seria consequéncia da
sensibilidade anormal dos eritrécitos a acidogérisa, resultante da acumulacédo de
diéxido de carbono durante o sono. Em 1939, Hamingl® observaram que os
eritrocitos eram hemolisados quando incubados ern aoidificado, levando a
introducdo do teste de Ham, que se tornou o pahcieio de diagnostico durante
muito tempo. Posteriormente, com a descobertaalalternativa do complemento, a
sensibilidade aumentada dos eritrécitos HPN fofiemtribuida a lise mediada pelo
complementd.

Uma das principais caracteristicas da HPN é o igies@ fenotipico, com
base na sensibilidade dos eritrocitos a lise medipdlo complemento. Esta
caracteristica foi primeiro elucidada por Dacieas$®, em 1966, e depois por Rosse,
em 1973, com o teste de lise ao complemento, endgo®nstrou trés populacdes
diferentes de eritrocitos. O fendtipo HPN | aprésesensibilidade normal ao
complemento. Os eritrécitos HPN Ill sdo 15 a 25egemais suscetiveis a lise pelo
complemento e os eritrocitos HPN Il tém sensibdelantermediaria, com cerca de 3
a 5 vezes mais suscetibilidade.

Posteriormente, identificou-se a deficiéncia des doibidores de membrana
como sendo responsavel pelo aumento da sensil@lidaal complemento e,
finalmente, a deficiéncia da ancora que liga epeatginas, entre outras, a membrana

e a mutacdo no gene que origina essa deficiéncia.
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A mutacao no gene PIG-A

A HPN resulta da expansao clonal de uma célulangstéh hematopoiética
com uma mutacdo somética no gene fosfatidilinogitmlano classe A (PIG-A),
localizado no cromossoma®X***?0 PIG-A codifica uma enzima necessaria para o
primeiro passo na sintese da ancora glicosilfasfaisitol (GPI), a transferéncia de
N-acetil glucosamina para o fosfatidilinositol oeguconsequentemente, resulta na
auséncia de proteinas ancoradas ao GPI na supecthilar>'*'® A ligacdo de
muitas glicoproteinas de superficie & membrandareheorre através do GBY e,
até a data, foram descritos cerca de 20 antigatifesentes ausentes nas células
HPN.”'" Mais de 20 genes e 10 reacdes estdo envolvidimmacéo do GPI, mas a
HPN resulta de uma mutacdo em apenas um gene,-8.B1Gste gene localiza-se no
braco curto do cromossoma X (Xp22.1), enquantogamooutros sdo autossomicos,
logo uma simples mutacao resulta na sintese dafiecde proteinas ancoradas ao GPI
em homens, porque s6 tem um cromossoma X e em raslhporque sofrem
inativacéo do X% A mutacdo ocorre apés a inativacdo do X, peloajfrequéncia
da doenca é igual entre homens e mulh&res.

Foram descritas mais de 180 mutacées, com poupesgi@es->?° A maioria
das mutacbes sao pequenas insercbfes ou delecdesesiiam em mutacdes
frameshift e tornam o gene n&o-funcional, levando a defi@rmompleta das
proteinas ancoradas ao GPI nas céfthdsUma minoria das mutacées sdo mutacdes
pontuais, habitualmentaeissenseque originam células com deficiéncia completa das
proteinas ancoradas ao GPI ou células com algum&ssdo das proteinas, pois a
enzima codificada pelo gene PIG-A apresenta funedaual’?® A diferenca na
sensibilidade dos eritrocitos a lise mediada pampmlemento é explicada pela
deficiéncia das proteinas ancoradas ao’GBk eritrocitos HPN 11l tém deficiéncia
completa das proteinas, enquanto os eritrocitos HPApresentam apenas uma
deficiéncia parcial. As células tipo | tém expressarmal das proteinas ancoradas ao
GPIZ A andlise das proteinas ancoradas ao GPI na fiperdas células
hematopoiéticas HPN revela que aproximadamente 40% doentes tem uma
combinacdo dos tipos I, Il e AIA variabilidade na gravidade da deficiéncia bem
como na proporgdo das células afetadas € relevastenanifestacfes clinicas da
doenca?® Este mosaicismo fenotipico é a consequéncia dainismo genotipicd?
Estudos relatam doentes com multiplos clones BBRF° também presentes nos

doentes com AA em simulténéde, foi identificado um doente que apresentava
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quatro mutacdes somaticas distirftaBoi, portanto, sugerido que o gene PIG-A seria
hipermutavel. No entanto, outro estudo demonstroa taxa de mutacdo normal e,
portanto, a instabilidade genética do gene PIG-A parece ser um fator na
patogénese da doerfa.

As mutacbes no gene PIG-A sao relativamente conems individuos
normais. No entanto, enquanto os doentes com HR&samtam mutacdes PIG-A
clonais que envolvem todas as linhagens celulanesdide, eritroide e linfoide), as
mutagdes PIG-A de controlos normais séo policloraigio envolvem os linfocitos,
ocorrendo a nivel das células formadoras de cad@iarovavelmente fazem parte do
processo normal de diferenciad@8® Ao contrario das células estaminais
hematopoiéticas, as células formadoras de colom@s tem capacidade de
autorrenovacdo e, portanto, a mutacdo ndo se @APAYOs controlos saudaveis
podem ter até 0,005% de células HPN néo clonags@tados de menos de 0,01%
provavelmente n&o sdo clonais e ndo séo relevéntes.

Recentemente, foi descrita uma deficiéncia de KBPéditaria autossémica
recessiva em duas familias resultante de uma nutag@ene PIG-M, que codifica
outra enzima essencial & sintese doGEBbntudo, o fenétipo difere pois origina uma
sindrome clinica caracterizada por propensédo abweee tonturas na auséncia de

hemodlise significativa®

Complemento e hemélise intravascular

As células hematopoiéticas possuem varias proteéimesradas ao GPI,
incluindo antigénios do grupo sanguineo, molécdiaadesao, proteinas reguladoras
do complemento, enzimas e recetores. O CD55 ou (dA€ay accelerating factpe
o0 CD59 ou MIRL fnembrane inhibitor of reactive ly$isdo proteinas ancoradas ao
GPI, amplamente expressas nas células hematopsiéisuas linhagehs0 CD59
interage diretamente com o complexo de ataque narab(MAC) para prevenir a
formac&o dos poros liticos bloqueando a agregagazod* enquanto o CD55 acelera
a destruicdo da C3 convertdéé®As proteinas reguladoras do complemento, CD55 e
CD59, sdo as mais relevantes na fisiopatologia Bal,Ha sua auséncia explica a
hemolise intravascular mediada pelo complementpr@vavelmente, a propensao
para a trombose. O CD59 é o0 mais importante naegfiot das células ao

complementd** No entanto, a expressdo diminuida do CD55 e CD&9 é
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especifica da HPN e pode ser encontrada em doeates diversas doencas
autoimunes®

O sistema complemento consiste em mais de 30 pastejue interagem de
forma precisa levando a geracdo de produtos comripdades imunoprotectoras,
imunoreguladoras, proinflamatérias e citoliticaxisEem trés vias pelas quais o
complemento € ativado: a via classica, a via d#irlace a via alternativa. Todas elas
resultam na geracdo de C3 convertase que cliva enC83a e C3H.0s eritrdcitos
HPN séo vulneraveis a ativacdo do complemento edrde qualquer uma das vias,
no entanto, a via alternativa esta num estadoidacab de baixo grau continuo que
explica porque é que a maioria dos doentes tém lisETaionica®® O tempo de vida
dos eritrécitos HPN encontra-se reduzido em 10%iv@imente as células normals,
e correlaciona-se com a externalizacao de fosfgrina e perda de glicoforinas da
sua superficie membran&r.

O CD55 e 0o CD59 também sdo deficientes nos leweinas plaquetds*
Contudo, ndo ha evidéncia de uma reducdo na semidds leucocitos,
provavelmente porque tem um inibidor do complemeauioional (CD46}?

O papel do NO

O 6xido nitrico (NO) é um regulador potente daof®gia vascular e muitas

das manifestacdes clinicas da HPN sdo explicadasdpplecdo do NO a nivel dos
tecidos.”*® No endotélio, oxigénio e arginina reagem com anemzoxido nitrico
sintetase produzindo NO e citrulina. O NO manténdrmus da parede vascular e
limita a ativacdo das plaquetas. A hemoglobinaelido plasma tem uma enorme
afinidade para o NO e funciona como um potergeatenger’do NO?®%® Em
condicbes normais, a hemoglobina livre é rapidaemeetjuestrada pela membrana
celular do eritrocito mas, na HPN, a sensibilidads eritrocitos ao complemento
leva a hemdlise intravascular massiva com libectag@ grandes quantidades de
hemoglobina e arginase para o plasifa®*Isto resulta emscavenging’do NO e
diminuic&io do substrato arginina para a producadl@o>****A haptoglobina é um
mecanismo compensatorio para a remocédo da hemoglbbie, mas a concentracéo
desta na HPN excede a capacidade da haptoglobmnavee a hemoglobina do

plasma’*?
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A deplecéo do NO leva a manifestacfes clinicas dawtiga, dor abdominal,
espasmo esofagico, disfuncéo eréctil e, possivabnénmombose que sdo muito mais

comuns nos doentes com grandes populaces de eioNE

Mecanismos de trombose

A trombose é uma das complicacées da HPN e a paihcausa de morte, que
ocorre em cerca de 40% dos doentes e envolve piedoi@mente o sistema vendso.
Doentes com clones de granulécitos superiores a B&%cem ter maior risco de
trombose e, de acordo com o modelo de regressétitag uma alteracédo de 10% no
tamanho do clone HPN,aalds ratioestimada para risco de trombose é de ¥,64.

Apesar do mecanismo de trombose ndo ser completaroenhecido, parece
haver um papel da hemdlise intravascular e suasego@ncias. O NO inibe a
agregacao plaquetéria, induz a desagregacao dpgefda agregadas e inibe a adesao
das plaquetas através do aumento dos niveis de 2G&MPRe facto, farmacos que
aumentam os niveis sistémicos de NO mostraranr iniiigregacdo plaquetaffa.
Pelo contrario, o scavenging”do NO pela hemoglobina ou a diminuicdo da sua
producéo pela inibicdo do metabolismo da argingsulta no aumento da agregacao
plaquetarid® Além disso, o NO também interage com componer¢éesagcata da
coagulacéo para regular a formagéo de coagulos.

As plaguetas HPN séo significativamente mais seissia ativacdo pelas
proteinas C5b-9 do complemento levando a geracadraiebina, que podera
contribuir para o risco trombético da doefit® As plaquetas ativadas libertam
pequenas vesiculas contendo MAC e essas microlassicom fosfatidilserina, um
potente procoagulante, estdo presentes em elevatk@$ss nos doentes com
HPN 39! Além disso, as células endoteliais também libertaioroparticulas
guando estimuladas, presentes igualmente em néleisdos na HPN, e cujo
fenotipo pro-trombotico e pro-inflamatoério € comsige com um processo vascular
inflamatério crénico?

Por sua vez, a fibrindlise também parece estaagdetuma vez que monaocitos
e granuldcitos de doentes com HPN séo deficiemeseeetor celular do ativador do
plasminogénio tipo uroquinase (u-PAR), ligado aol,G® que podera estar
relacionado com a elevada incidéncia de trombostesaloente¥. Recentemente,
foi demonstrado que o inibidor do fator teciduaFIPT) necessita de um correcetor

ligado ao GPI que funciona como uma chaperona @aransportar até a superficie
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celular endotelial. Consequentemente, o TFPI éadiegio no interior da célula e a
sua auséncia podera contribuir para as complicagirmboticas”

Um estudo recente demonstrou que a deficiénciarakeipas ancoradas ao
GPI afeta a expressao de outras proteinas. A pasiei3 (PR3) e a glicoproteinas
NB1 (CD177) ancorada ao GPI estdo colocalizadasnembrana plasmatica dos
neutrofilos, e a deficiéncia do GPI na HPN resaltaniveis diminuidos de PR3. A
deficiéncia de NB1-PR3 nos neutrofilos de doentesn HPN e a diminuigdo
associada dos niveis circulantes de PR3, podesr afettivacdo das plaguetas atraves
da deficiente clivagem do recetor da trombina rlagyetas PAR-1, mediada pela
PR3, tornando o recetor sensivel a trombina. Esdlerd constituir outro mecanismo

que contribui para a propensdo & trombdse.

Expanséao clonal

As mutacdes no gene PIG-A ocorrem a nivel da célegtaminal
hematopoiética multipotente mas, o mecanismo daresdo clonal continua por
esclarecer® Existem algumas hip6teses propostas para exgatarmecanismo. Um
modelo de dois passos propde que as mutacdes Ph@sAceélulas estaminais
hematopoiéticas sdo benignas e estas sofrem expelosi@l no contexto de selecao
imune, que afeta as células normais e poupa als&iPN'’ Foi sugerido que a
expansdo do clone HPN se deve a selecdo somatwaulies, resultante da presenca
de células T autorreativas que reconhecem protednasradas ao GP1°® Foi
relatada uma frequéncia aumentada de expansdesisclde células T em doentes
com HPN, que suporta a teoria de um mecanismo ohedgr células T na
patogénese da doenta’ Por outro lado, alguns estudos mostraram que asélul
deficientes em proteinas ancoradas ao GPI sadergsis & apopto$eéContudo, ndo
ha correlacéo entre a resisténcia a apoptose epargéo de células com o fendtipo
HPN, indicando que o fendtipo resistente poderdnsipendente da mutagédo PIG-A.
Além disso, o fenémeno apoptoético também é obsermadtras doencas como AA e
SMD,*? e a correcdo da deficiéncia pela introducdo deADN PIG-A ndo altera a
taxa de apoptosé.Um estudo usou um modelo de linhagem celular cexpaessao
do PIG-A sob controle, e mostrou que as mutaco&sAPIcontribuem para a
expansao clonal, sendo as células deficientes etaipas ligadas ao GPI resistentes a
apoptosé€? Células CD34 com mutacdo no PIG-A tiveram crescimento e

diferenciacdo semelhante as células CD&4 controlos normais, ndo evidenciando
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uma vantagem intrinseca mas, antes a sobreviv@nefarencial das células HPN
parece resultar do crescimento deficiente dasagln@o mutadas em doentes com
HPN, que expressam intensamente o recetor Fas |CDB85resisténcia a apoptose
pode estar relacionada com a disrupc¢ao tpl ‘rafts”, microdominios de superficie
celular compostos por esfingolipidos, colestergr@&einas ancoradas ao GPI. Um
estudo demonstrou que as células deficientes emeaiPtomposicdo e sinalizacao
alterada doslipid rafts”, com importantes proteinas antiapoptoticas, naorgradas
nas células GPI A sinalizacdo dependente ddgitl raft’ nas células HPN pode
induzir respostas diferentes as citocinas pré+imdierias’® Por outro lado, as células
deficientes em GPI sd0 menos suscetiveis as céhaasal killer (NK).®” Foi
demonstrado que a sobrevivéncia preferencial doecldPN pode ser atribuida a
deficiéncia das proteinas de membrana ancoradaGPdoinduzidas pelcstress
ULBP1 e ULBPZ2, ligandos dos recetores NKG2D, querséetores das células T e
NK, ativando-a$§® Os doentes com doencas da MO parecem ser ex@usthess,
gue induz os ligandos NKG2D nas células da MO #émmas, e ha uma resposta
favoravel da faléncia medular na HPN, AA e SMD g da interrupcdo da
imunidade mediada com anticorpos contra os ligafitlesi relatado um aumento da
expressado de isoformas que ativam os recekilies immunoglobulin-likg(KIR) nas
células T de doentes com HPN, moléculas membrosugdarfamilia de recetores
inibidores (SRIY? Ao contrério de sujeitos normais, nos doentes B, a ligacéo
destas moléculas ativam as células T, sendo asaséP1 menos sensiveis a
citolise”® Num pequeno nimero de doentes com HPN, foi demsmltsjue as células
mutadas sdo mais resistentes aos efeitos do rderdama (Ifr) e ao fator de necrose
tumoral alfa (TNFe).”* A andlise da expressdo genética de células CD3MI@a
mostrou que células normais GRinham ‘Upregulation” de genes envolvidos na
resposta imune e apoptose e, por outro ladimywhregulation”de genes associados a
funcbes antiapoptoticas e de proliferacdo e difdagdo de células
hematopoiética&’

Outra das hipoteses propde que mutacdes adicisBaigiecessarias para a
expansédo do clone HPN. Foram descritos dois doentasHPN, em que o rearranjo
do cromossoma 12 produziu expressao aberrante deA2)imembro do grupo de
proteinas de alta mobilidade, que funciona comor fdé transcricdo arquitetural e

que também esta presente em tumores mesenquimaisids® Contudo, um estudo
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subsequente sugeriu que a desregulacdo do HMGAZ2 o mecanismo major na
explicacdo da expansao clonal na HEN.

Mais recentemente, foi proposto que as mutacdes-APIGcorrem
espontaneamente nas células estaminais hematopsiétultipotentes através de um
processo estocastico e a HPN clinica pode surgir gee o clone HPN tenha

vantagem na sobrevivéncHa.

Diagnéstico

O diagnostico da HPN evoluiu ao longo do tempo ®,classicos testes
bioquimicos tém sido substituidos pela citomet@afldxo. O teste de Ham foi,
durante muito tempo, o meio de diagnéstico padeia fentificar o clone HPN nos
eritrocitos. Apenas uma outra patologia, multinadttade eritropoiética hereditaria
com resultado positivo para o teste do soro acalio (HEMPAS), ou anemia
diseritropoiética congénita (CDA) tipo Il, apresermgositividade no teste de Ham,
mas é facilmente diferenciada pela histéria clinipela morfologia do aspirado
medular e pelo teste de lise da sacarose neg&sbta.técnica baseia-se no principio
de que o complemento se liga aos eritrocitos eno @eado e os eritrécitos HPN séo
sensiveis & fixacdo do complemefftd’

Por sua vez, o teste de lise da sacarose foiagdino rastreio da HPN. Numa
solucao isotdnica de sacarose a baixa forca ioh&agregacao das globulinas séricas
gue fixam o complemento. Quando o soro é adiciodastmucao, ha lise preferencial
dos eritrocitos HPN devido a sua sensibilidade @optemento, relativamente aos
eritrocitos normaig®’"’® Este teste de execucdo muito simples, é consiolerad
positivo se a hemdlise for superior a 5%, mas tasein mais falsos positivos
relativamente ao teste de HaM.

O teste de Ham e o de lise da sacarose nao sacifiegisepara a doenca, so
detetam o defeito proteico nos eritrécitos e deidmrter utilidade apds transfusao
devido & ocorréncia de resultados falsos negafivoslém disso, ndo tem
sensibilidade suficiente para detetar populacOesugeas de células HPN nem
possibilitam a avaliacdo do tamanho real do cloR&lHe ndo diferenciam as células
com deficiéncia parcial ou completa das protefiyasias ao GPT#

O teste de sensibilidade de lise ao complement&)@ialia a proporgao e os
tipos de eritrocitos HPN com mais eficacia. Mas dsste € tecnicamente muito

laborioso e dificil e néo tem utilidade no diagigiste rotind#2
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Um teste de cartdo em gelgél card test), baseia-se no principio da
hemaglutinacdo apés uma reacdo antigénio-anticergeteta eritrocitos deficientes
em CD55 e CD5& A sensibilidade varia entre 2 a 10% para os eito§dHPN tipo
1.8 Apesar de ser de realizacdo e interpretacdo ssmpBo é quantitativo nem
sensivel na detecdo de pequenos clénes.

A citometria de fluxo veio substituir o teste dentHao diagnostico definitivo
da HPN. Ao contrario dos testes liticos, esta té&cmpiermite a analise de todas as
populacdes do sangue periférico: eritrocitos, peagie leuctcito¥. A expressdo das
proteinas ancoradas ao GPI varia grandemente vaisa$ subpopulacdes de células
hematopoiéticds e nos diferentes estadios de maturdéad.selecdo de qual, ou
quais os anticorpos a utilizar para identificaroartba continua em estudo e constitui
uma escolha individudl. O CD55 e CD59 estdo presentes em todos os tigos d
células hematopoiéticas, incluindo populacGesmor de células dendriticas e
linfécitos, apesar de expressos em niveis difesénte detecdo de baixos niveis de
CD55 e CD59 é consistente com a doencga. O antigeDi9 é mais prevalente na
membrana, e a quantificacéo das células HPN tiplool 111 é mais facil com este
anticorpo comparativamente ao CDB&s anticorpos anti-CD55 e anti-CD59 sdo os
mais utilizados: sdo expressos universalmente ifereidtes populacdes de células e a
sua expressdo anormal esta correlacionada com poctamento clinico da doenca.
No entanto, existe uma grande variabilidade de lteelas com os diferentes
protocolos utilizados na citometria de fluxo. Detta a preparacédo do protocolo tem
um impacto significativo na qualidade dos resulsfdoFoi demonstrado que a
guantidade de CD59 nas células normais, HPN ldaminui gradualmente quando a
célula é armazenada e a fracdo de células anodmngiisui com o tempo, pelo que a
analise devera ser efetuada imediatamente apoOs lheitao das amostras. A
fluorescéncia média obtida com as células*GHN | € menor em comparagdo com
as células de controlos normais, o que sugere sjgélalas HPN | da HPN poderéo
nao ser inteiramente norm&fs.

A citometria de fluxo nos eritrocitos pode seriméilta para quantificar os
clones de células HPN I, Il e 1l em doentes naagfundidos, ou durante um periodo
de, pelo menos, um més sem transfud@egundo as recomendacdes, a citometria de
fluxo nos eritrécitos deve avaliar simultaneamedtdis antigénios ancorados ao GPI
(CD55 e CD59) através de anticorpos monoclonaiser#o ser deficientes em

ambas as protein&SAs raras deficiéncias congénitas das moléculasladgras do

| 14



HPN: fisiopatologia, diagndstico e terapéutica

complemento (CD55 e CD59), sédo distinguidas da Hiehd facto de, 100% das
células expressarem a deficiéncia e, apenas umardssinas ser deficiente, ao
contrario do que acontece na HBN? A anélise dos eritrécitos é significativamente
superior quando se utiliza o anticorpo anti-CD5&theamente ao anticorpo anti-
CD55808%8889 A flyorescéncia média obtida com o anti-CD55 na@onpte uma
distingdo tdo evidente entre as populacdes nornufieiente® e resulta em mais
falsos negativo®’ Por outro lado, o anti-CD59 permite uma melhoemificiacdo dos
eritrocitos com expressao intermediaria das prageémcoradas ao GPIO anticorpo
anti-CD59 é um marcador mais sensivel no diagrstec HPN, sendo o papel do
anticorpo anti-CD55 questionaval.

O tamanho do clone HPN é determinado com mais g&teanos leucécitos
uma vez que a sua meia-vida é normal, ao contido® eritrOcitos em que €
diminuida devido a hemolise, além se serem diluaos a realizacdo de transfuséo,
0 que subestima o valor do resultad® No entanto, a determinacdo do CD55 e
CD59 é tecnicamente mais conveniente quando efetuasl eritrocitos quer, porque
a viabilidade dos leucdcitos é questionavel 24 si@pds a colheita quer, porque
permite uma determinacdo mais precisa das subpdasaHPN Il e lll, que pode
predizer o fenétipo clinico da doerf®&®° As células HPN Il sdo mais dificeis de
demonstrar nos granulécitos que nos eritr6&taso contrario do que acontece nos
eritrocitos, a expressdo do CD55 nas diferentepaqublacbes de leucdcitos, a
excecdo dos eosindfilos, é superior ou semelhan@Db9%

A padronizacédo da técnica para marcar os granakéimais dificil e existem
varios métodos descrit85A distingdo entre as diferentes populacdes bemocam
sua proporcdo sdo menos claras quando a técnliea utina amostra sem separacao
entre os granulécitos e os outros componentes Baagl’ A medida que os
granulécitos perdem viabilidade vitro, os niveis de ligacdo ndo especifica aos
anticorpos e a fluorescéncia aumenfaia citometria de fluxo dos granulécitos, é
recomendado utilizar anticorpos contra dois ant@gemncorados ao GPI e outro
anticorpo contra um antigénio transmembranar n&orado ao GPI, como controlo
positivo. E preconizada a avaliacdo dos dois amiigé CD55 e CD59, devido as
raras doencgas hereditarias anteriormente refegagjue ndo hi expressdo de um ou
de outro antigénio e, para excluir problemas téxsfic®
Os monacitos HPN tém sido identificados pela d&ficia em CD14, CD55,

CD59 ou CD48 e, apesar de nao haver consenso, @ E[CD55 sao preferidos pela
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maioria dos autore8.A analise dos mondcitos é tecnicamente dificilauraz que o
seu nimero absoluto é, normalmente, baixo nos eés@um HPN? Existe elevada
concordancia entre o tamanho do clone HPN nos nitosée nos granulécitos, o que
esta de acordo com o facto de ambos derivarem dmmeercursor mieloidg:#2%°
Nos mondcitos, o antigénio CD59 néo é o alvo igeaih avaliar a deficiéncia das
proteinas ancoradas ao GPI, um segundo anticangoessario, como o anti-CD14.
A avaliacdo adicional dos mondécitos proporcionaamaensibilidade na detecdo da
deficiéncia de proteinas ancoradas ao GPI, primg@e nos doentes com
populacdes de granulécitos deficientes <£8%.

A andlise dos linfécitos pela citometria de fluxmda ndo foi aceite no
diagnostico da HPN. A expressdo das proteinas amasrao GPI nos linfécitos de
individuos saudaveis e com HPN é altamente varfav@s linfécitos tém uma vida
longa e s6 os que se desenvolvem apdOs o inicioodacd tém deficiéncia das
proteinas ancoradas ao GP¥*%°A proporcéo de células HPN B, T e NK é muito
menor comparativamente & dos granuléditdso entanto, um estudo mostrou que a
expressdo de CD59 nas células B tem uma sensdslida 100% e especificidade de
97,4% no diagndstico de HPN, tendo a avaliacadacélatas B a mesma precisdo que
a dos granulécito¥ O anticorpo CD48 proporciona uma separacdo matentre
células normais e células HPN T, B e RO estudo dos linfécitos em doentes com
remissdo espontadnea da doenca mostrou que celidas Beficientes em proteinas
ancoradas ao GPI podem persistir varios anos aposnalizacdo dos granulécitos e
eritrocitos®

A detecdo de reticuldcitos deficientes em GPI ésmsansivel que a analise
dos eritrocitos e apresenta melhor correlagdo compraporcdo de leucocitos
deficientes’

A deficiéncia das proteinas ancoradas ao GPl pededemonstrada nas
plaguetas, contudo, a diferenca na fluorescéndre @s plaquetas normais e HPN é
pequena e a distingdo entre as plaquetas HPNIIéedificil e imprecis&>®! Uma
proporcao superior a 10% de plaquetas normais x@@essa os dois antigenios CD55
e CD59% A utilidade diagnéstica e relevancia clinica dalim¢do das plaquetas
ainda nao foi estabelecifa.

A maioria das técnicas de citometria de fluxo zailios leucdcitos,
nomeadamente os granuldcitos e os mondcitos. Atifjuagao do clone HPN é mais

precisa quando se utilizam granulécitos e monécitaa vez de eritrocitos e
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linfécitos.””®® Contudo, a imunofenotipagem dos eritrocitos e imitos pela
citometria de fluxo é o método de escolha parascoeening diagnostico e
monitorizacdo da HPR.O uso combinado dé&its comerciais (CELLQUANT e
REDQUANT) constitui uma técnica simples, rapidadmoaizada e sensivel no
screeningde doentes com suspeita de HBNpntudo o CD59 dos granulécitos do
CELLQUANT tem uma taxa elevada de falsos positiidSsteskits tém a vantagem
de fornecerem valores calibrados para determimant-off da expressdo do CD55 e
CD59 nos eritrécitos e granuldcitts’ A avaliacdo do CD66b nos granuldcitos e do
CD14 nos mondcitos também tem um bom desempenloale ger um suplemento
vidvel e relativamente barato.0 CD58 e CD59 nos reticulécitos e eritrocitos, o
CD24/66b nos granulécitos e o CD14 nos mondcités, gs mais efetivos na
citometria de fluxo. A avaliacdo de, pelo menogproteinas ancoradas ao GPI nos
granuldcitos, eritrocitos e reticulécitos constitun método simples e rapido que
deteta populacées de células deficientes, mesno sgequena¥: A variabilidade
nos métodos de detecdo dos antigénios ancorad@$ h@elo facto de existir uma
ampla variedade de antigénios que podem ser gilizaam varias combinacoes,
destaca a necessidade de criar protocolos patanaetiia de fluxo no diagndéstico da
HPN?Y’

A citometria de fluxo a uma cor é suficientemerrssvel para detetar células
deficientes em proteinas ancoradas ao GPI na aider8%:° Contudo, a citometria
de fluxo multicolor € uma mais-valia como técni@sdreeninge diagndéstico da
HPN, pela sua rapidez, sensibilidade e especifieidaA analise multicolor dos
eritrécitos permite identificar pequenas populagd®N na ordem dos 0,01%, que,
apesar de ndao ser um valor exigido no diagnésticpalologia, € util nos casos de
AA. Esta precisdo de valores também é importantenoaitorizacdo a longo prazo
dos doentes, particularmente naqueles em que e cigride espontaneamefifed
citometria de fluxo com avaliacdo de mdultiplos pesefos tem a vantagem de
permitir a analise dos varios tipos de células paras proteinas ancoradas ao GPI
de forma rapida e quantitativa.

As varias técnicas utilizadas para o diagnésticoH&N variam quanto a
sensibilidade, sendo a citometria de fluxo a maisivel e os testes de lise 0s menos
sensiveis. No entanto, a especificidade é de 10884astes liticos assim como no

f.83

“gel cardtes A citometria de fluxo tem maior reprodutibilidadgie os testes

bioquimicos ja que os reagentes s&o padroniZ3dos.
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Recentemente, surgiu um novo reagente que marcéluias deficientes em
GPI. A aerolisina € uma toxina proveniente Akromonas hydrophilague se liga
diretamente ao GPf. E secretada na sua forma inativa, proaerolisinegreertida
por proteases na forma ativa, levando a formac&ocaleis heptaméricos na
membrana da célula com consequente lise céflilarresisténcia das células HPN a
aerolisina permite diagnosticar a HPN de forma Emsensivel e especifitd.Com
a introducdo de duas mutac¢des pontuais, a prosieefperde a atividade litica, mas
mantém a capacidade de ligacdo ao GPI, e, acoplada marcador fluorescente
(Alexa Fluor 488), resulta num reagente (FLAER) quaca as células com proteinas
ancoradas ao GPI. A técnica com utilizacdo do FLAERenos complexa que a
analise dos antigénios. O FLAER pode ser utilizpdm investigar todo o tipo de
células, exceto o clone HPN na linhagem eritroeifarma vez que os eritrocitos nao
possuem as proteases necessarias ao processamenoaerolisind: Além disso, a
utilidade do FLAER nos eritrécitos também é limdagelo facto de expressarem
grandes quantidades de glicoforina, uma proteimaan&orada ao GPI, que é capaz
de se ligar & aerolisina, embora fracaméfte.

O ensaio FLAER € mais sensivel e fidvel que a @tam de fluxo com
anticorpos monoclonais, particularmente o anti-CD5® detecdo do tamanho do
clone HPN e monitorizacéo dos niveis ap6s terap@iitidentificando populacdes de
granulécitos HPN de aproximadamente 03%s anticorpos monoclonais podem
originar resultados falsos negativos, nomeadanrentieficiéncia congénita de CD59
e CD55, que ndo ocorrem com o reagente FLAER.teste pode ser utilizado em
amostras guardadas durante um periodo de 24 ard$, lnona vantagem em relacdo a
citometria de fluxo nos granuldcitos que deve $etuada até 8 horas apos a colheita
da amostrd® Um estudo comparativo mostrou que o reagente FLA&Rleucécitos
€ superior na quantificacdo do clone HPN, relateat® ao ensaio CD59 nos
eritrécitos, tendo melhor custo-eficacia como tedéescreening primario!®® No
entanto, o FLAER nao substitui completamente assdade de imunofenotipagem
ja que a analise dos eritrécitos com anti-CD59léatmonitorizacdo dos doentes sob
terapéutica com eculizum&bO reagente FLAER pode ser utilizado como marcador
unico ou pode ser associado a outros anticorpasacantigénios, ancorados ou nao
ao GPIl, aumentando a confianca na detecdo de clBiR¢ subclinicod’ A
combinacdo do FLAER e da citometria de fluxo conaliagdo de multiplos

parametros aumenta a sensibilidade e especificidadiéagndstico da HPR.
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O FLAER parece ser util na identificacdo de indisgl com risco de
trombose, bem como de outras manifestacfes clirbeagacto, grandes clones HPN
estdo associados a um aumento do risco de trondobk@ evidéncia de que o
tamanho do clone HPN prediz a ocorréncia de owiritemas como dor abdominal,
hemdlise, espasmo esofagico e disfuncdo efédtipercentagem de células FLAER-
negativas correlaciona-se com a atividade hemaligcpodera ter utilidade na
determinacao da gravidade da doenca e na avaliacésposta ao tratamerito.

A aerolisina pode ligar-se a proteinas N-glicol&sadhlém das proteinas
ancoradas ao GPI o que dificulta a diferenciacdie elefeitos nas biossintese de GPI
e N-glicosilacdo. A alfa toxina d@lostridium septicumhomologa da aerolisingem
a vantagem de ndo se ligar aos N-glicanos e pagerdesenvolvida como técnica de
diagndstico®*

Novas terapéuticas
O Unico tratamento curativo para a HPN é o tramsplade células
hematopoiéticas, contudo existe um risco consigtrdge mortalidade e

morbilidade**®

e a maioria dos doentes ndo sdo candidatos otenda@m dador
compativeP? Até ha pouco tempo atras, o tratamento da HPgredominantemente
de suporte, incluindo suplementos de acido féliansfusdes, suplementos de ferro
e, em alguns casos, quelacéo do ferro quando rasfusées resultavam em excesso
de ferro*®

O Eculizumab é um anticorpo monoclonal humanizadmido contra a
proteina C5 do complemento terminal. Inibe a ciaragem C5a e C5b, 0 que previne
a libertacdo do mediador inflamatério C5a e a fa@dwado MAC (C5b-C9),
preservando os componentes inicias do complemessieneiais a opsonizacdo dos
microrganismos elearencedos complexos imuné& O bloqueio dos componentes
terminais do complemento, parece prolongar a salaestos eritrécitos HPN 1lI,
altamente sensiveis a lise mediada pelo complemaunioentando assim a propor¢ao
destas células no sangue com reducéo dos sindierdélise’®’ Por outro lado, o
bloqueio do complemento terminal resulta no aumeteorisco de infe¢cées por
organismos encapsulados, nomeadamente N&sseria meningitidisOs doentes
devem ser vacinados duas semanas antes de inicar@mmaco, exceto doentes

criticos em que o eculizumab deve ser iniciado iatathente, e repetir a vacina a
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cada 2 a 3 anos. Além disso, deverdo também sdadie para os sintomas de
infecdo meningea de modo a poderem ser tratadioksnapnte:’®

O Eculizumab, aprovado em 2007 pela Food and DdmiAistration (FDA),
foi avaliado em trés estudos: um estudo pilotoade 2 e dois estudos de fase 3. O
estudo piloto de fase 2 mostrou que o nivel dataaesidrogenase (LDH) diminuiu
rapidamente e manteve-se reduzido, enquanto o s&mto de eculizumab foi
superior a 3ug/mL. A necessidade de transfuséo foi significatigate reduzida,
mesmo sem alteracdo dos niveis de hemoglobina ogréab tratamento. A
estabilizacdo dos niveis de hemoglobina, com nelzeks reduzida ou sem
necessidade de transfusdo, resulta da protecacerdascitos HPN contra a lise
mediada pelo complemento. Houve uma rapida melmarigualidade de vida durante
o tratamento com o eculizumab, o que suporta adspdle muitas das manifestacdes
clinicas estarem relacionadas com a hemélis&ste estudo foi posteriormente
estendido, no sentido de avaliar a eficacia e segar do farmaco. De facto, a
reducdo acentuada do nivel de LDH manteve-se, dgmodo a inibicdo eficaz e
prolongada da hemdlise intravascular. O nivel déllgadde, assim, funcionar como
indicador da hemolise intravascular e a sua maon#géo avalia o bloqueio efetivo
do complemento durante o tratamento com o eculiburaeducédo na necessidade
de transfus®es também se manteve, bem como a iaaffaoqualidade de vid&’

O estudo de fase 3 TRIUMPH mostrou uma reducé@axede transfusao de
73% no grupo tratado com eculizumab relativameatgrapo do placebo e, mesmo
nos doentes em que a independéncia da transfuséfoinalcancada, houve uma
reducdo de 44% no numero de unidades de glébubtwssransfundidas. O nivel de
LDH foi imediatamente reduzido em todos os doedtegrupo eculizumab. Antes do
tratamento com eculizumab, os niveis de hemoglol@rean mantidos pelas
transfusdes, pelo que a estabilizacdo da hemoglatimante o tratamento com a
cessacdo ou reducdo das transfusfes indica um tum@mmassa eritrocitaria. A
reducdo da hemodlise intravascular foi associadana melhoria significativa na
fadiga apesar de nao haver resolucdo completaaai@no que prova a contribuicao
da hemdlise na diminuicdo da qualidade de vida. ébstos laterais foram
semelhantes em ambos os gruP8sO eculizumab também mostrou melhorar os
sintomas atribuidos especificamente a hemdlisduimin a hemoglobindria, dor

abdominal, disfagia e disfuncéo erétt.
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O estudo de fase 3 SHEPHERD incluiu uma ampla jpgaol de doentes com
varios niveis de hemalise e trombocitopenia e rmadimmbém a eficacia e seguranca
do eculizumab, com reducdo da hemoélise em todds@stes e consequente melhoria
na anemia, necessidade de transfusées, fadigdigagieade vida’?

Dos 195 doentes que participaram no estudo pilGiRIUMPH e
SHEPHERD, 187 foram escolhidos para receber ecalbupor 2 anos num estudo
aberto. Este comparou a taxa de tromboembolismantkiro tratamento com o
eculizumab com a taxa pré-tratamento nos mesmagafoe os resultados mostraram
que o farmaco diminui o risco de tromboembolisms mmwentes com HPN?
Doentes anticoagulados com varfarina ou heparmautea taxa de trombose elevada
antes do eculizumab que, virtualmente desaparesmadqueculizumab é adicionado a
anticoagulacdd” No entanto, continua por esclarecer se o eculibudeve ser
associado ou ndo a anticoagulacdo. A profilaxiangia com varfarina reduziu o
risco de trombose nos doentes com HPN mas é necegeaderar o risco-beneficio
devido a possibilidade de ocorréncia de hemorragia.

O eculizumab reduz a hemdlise independentementenad@ssidade de
transfusdo previamente ao tratamento ou, se durantemesmo, se tornam
independentes ou ndo. Os doentes com maior neadssik transfusdo antes do
eculizumab séo os que apresentam maior reducatutbea necessidade. A reducéo
da hemodlise esta associada a uma aumento nas entdas clones HPN, enquanto a
contagem dos reticulécitos continua elevada suderoue, apesar do eculizumab,
existe algum grau de destruicdo de eritrécitos FPN.

Os doentes com HPN apresentam ativacdo da coagulecdauséncia de
trombose ativa e ativacdo das células endotelsamuséncia de inflamagéo sistémica.
O eulizumab reduz a ativacdo da coagulacéo e dlisae diminui significativamente
0s niveis plasmaticos dos marcadores de ativagdotedial, 0 que aponta para um
papel das células endoteliais na ocorréncia debivegi™®

Apesar da diminuicdo da hemdlise com o eculizunagienas um pequeno
grupo de doentes atinge valores de hemoglobina ld pximos do normal. A
maioria mantém reticulocitose, haptoglobina indetet e bilirrubina ndo conjugada
aumentada, sugerindo hemdlise persistente. Os etoeatb eculizumab tem uma
proporcéo substancial de C3 ligado & superficieatingdcitos™ '8 explicado pelo
facto de o eculizumab bloquear apenas a via do leongmto a nivel do C5, 0os passos

anteriores da cascata ndo sdo afetados incluinalivacdo, deposicdo e clivagem
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proteolitica do C3 em C3b. Os eritrocitos'G8io reconhecidos pelos macréfagos o
que podera explicar a hemdlise de origem extralasti'°A deficiencia do CD55
na HPN aumenta a formacdo do C3b mas esta naaiéaatiente significativa uma
vez que a lise das células se deve principalment®&AC. No entanto, com o
eculizumab, néo ha formacdo do MAC e a importadei&D55 é reveladd?®

O eculizumab devera ser considerado nos doentessiciomas importantes
de hemdlise, que ndo sdo adequadamente controtaostransfusdes (Grau de
recomendacao 1A), sendo que o custo e a faltaeks@@ esta medicacdo poderdo
influenciar esta decisd6® Os doentes com clones HPN inferiores a 10% rar@men
necessitam de terapéutica e deverdo ser monitoszddvido a possibilidade de
ocorréncia de expansao clondl.

Um novo anticorpo monoclonal esta a ser estudadeentido de melhorar a
terapéutica da HPN, o 3E7/H17. Este inibe a hematisdiada pela via alternativa do
complemento e a deposicdo de C3, sem comprometarcéssica do complemento.
Este anticorpo constitui uma nova abordagem enmadwemalise intra e extravascular
pode ser inibida preservando as funces imune&gdaassica do complement.

Outra das possibilidades terapéuticas passa pb#iitsicdo do CD59. Uma
forma recombinante transmembranar de CD59 (CD59-fdiestudada e mostrou
niveis similares de protecdo contra o dano medipdlm complemento com
guantidades idénticas de CD59-TM e CD59 nativo,esngo que uma forma
funcional de CD59 pode ser expressa nas célulaséatrde terapia génitd. Mais
recentemente, foi descrito o uso de uma formatsiatéle CD59, o rhCd59-P, uma
proteina soluvel que se liga a membrana celuldaa fésma corrige a deficiéncia do
CD59in vitro e uma injecdo intravenosa em ratos protege efeéikte os eritrocitos
contra a lise pelo complemento humano durante peloos 24 horas, enquanto o
rhCD59-P permanecer em circulacdo, constituindamassn candidato a testar em
humanos?* O principio da terapia génica na HPN foi aplicagodesenvolvimento
de um vetor retroviral, o MPIN, com a sequénciaifccatiora do PIG-A. Este foi
capaz de reestabelecer as proteinas ancoradaslaamQGFRrias linhagens celulares

com o fenétipo HPN resistindo assim & hemdffse.

Concluséo
Embora sendo uma patologia rara, a HPN suscitootesesse de varios

investigadores no sentido de compreender a swugpditilogia. De facto, nas ultimas
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duas décadas, foram grandes os avancos com a ddacdb defeito funcional e do

gene responsavel. Recentemente, a melhor compoeeds®d mecanismos

fisiopatolégicos alterou a abordagem diagnéstidarapéutica desta patologia com
potencial para modificar a historia natural da daen

As mutacOes somaticas do gene PIG-A responsavelHieN sdo diversas,
pelo que a andlise genética das mutacdes poderdesmiva na modificacdo da
abordagem a doenca. Apesar da elucidacao atuaisdé/pis mecanismos implicados
na expansao clonal e nas proprias manifestacGasadida HPN, ainda ndo ha uma
total compreensédo destes fendmenos e as contirmsashertas na fisiopatologia
poderao constituir novos alvos de abordagem aaalter

A citometria de fluxo tornou-se o método de escolbaiagnostico da doenga
pela sua sensibilidade e especificidade, permitiqgiantificar o tamanho do clone
HPN, o que torna esta técnica util também na monégdo dos doentes. Contudo, a
variedade de métodos utilizados pelos laboratdnosa evidente a necessidade de
estabeleceguidelinesinternacionais.

A abordagem terapéutica da HPN mudou radicalmemte & introducéo do
eculizumab. Os estudos mostram que é um farmacwasedrem tolerado e diminui a
hemdlise intravascular, reduz ou elimina a necedsidde transfusdo, melhora a
anemia, fadiga e a qualidade de vida. No entamdaando ha resultados de longo
termo sobre o custo-eficdcia desta nova abordageapéutica. Além disso, a
hemolise extravascular mediada pelo C3, evidengiatta utilizacdo do eculizumab,

constitui um novo desafio no tratamento da HPN.
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